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摘要 
 
蛋白激酶 ULK1 和 ULK2 可以在多种外界刺激下启动自噬的发生。然而，
对于 ULK1 和 ULK2 这两个激酶的生理功能的研究，目前仍然十分有限。在本
论文中，我们构建了肝脏组织特异性敲除 Ulk1 和 Ulk2 基因的小鼠，并发现该小
鼠虽然可以正常存活，但表现出显著肝肿大的表型。出人意料的是，在过夜饥饿
的肝脏特异性敲除 Ulk1 和 Ulk2 的小鼠肝脏组织中，自噬可以正常发生。有意思
的是，我们发现，与对照小鼠相比，肝脏特异性缺失 Ulk1 和 Ulk2 的小鼠对于
APAP 诱导的肝损伤有着很强的抵抗能力。更进一步的研究发现，尽管 Ulk1 和
Ulk2 的缺失并不影响 APAP 所诱导的细胞自噬过程，但是它们对于此时 JNK 信
号通路的激活是不可或缺的。在分子机理上，我们发现，由 APAP 所引起的
mTORC1 激酶的抑制可以使得 ULK1 从起初被抑制的状态中脱离出来，即诱发
ULK1的激活。而激活的ULK1则可以直接地磷酸化修饰 JNK的上游激酶MKK7，
并引起 MKK7 激酶活性的增强。而激活的 MKK7 又能通过直接磷酸化作用，导
致 JNK 的激活并最终引起此时肝脏坏死性损伤的发生。通过利用一个特异性识
别磷酸化状态 MKK7 的抗体，我们更进一步证实了 APAP 刺激情况下，ULK1
对于 MKK7 的磷酸化作用。此外，我们也发现，在敲低了 Mkk4/7 的原代肝细胞
中，与进一步回补野生型 MKK7 的细胞相比，回补了无法被 ULK1 磷酸化的突
变型 MKK7-4SA 的细胞中，APAP 所诱导的 JNK 激活及细胞坏死均出现了显著
的削弱。这些结果表明，ULK1 和 ULK2 的存在对于 APAP 处理情况下 JNK 的
激活及肝损伤有着非常重要的贡献，而对于这个调控过程的了解将很有可能为我
们预防和治疗 APAP 所引起的急性肝中毒发挥积极的指导作用。 
 
关键词：ULK1；APAP；JNK 
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ABSTRACT 
 
The Ser/Thr kinases ULK1 and ULK2 regulate autophagy initiation under 
various stress conditions. However, the physiological functions of these kinases are 
not well-characterized. In this thesis, we show that mice with liver-specific double 
knockout of Ulk1 and Ulk2 (Ulk1/2 LDKO) are viable but exhibit overt hepatomegaly 
phenotype. Surprisingly, Ulk1/2 LDKO mice display normal autophagic activity in 
hepatic cells upon overnight fasting but are strongly resistant to acetaminophen 
(APAP)-induced liver injury. Further studies revealed that Ulk1/2 are also dispensable 
for APAP-induced autophagy but are essential for the maximum activation of JNK 
signaling both in vivo and in isolated primary hepatic cells during APAP treatment. 
Mechanistically, APAP-mediated mTORC1 inhibition releases ULK1 from an inactive 
state. The activated ULK1 then directly phosphorylates and increases the kinase 
activity of MKK7, the upstream kinase and activator of JNK, and mediates 
APAP-induced liver injury. ULK1-dependent phosphorylation of MKK7 was further 
confirmed by a phosphorylation site-specific antibody. Moreover, the activation of 
JNK and APAP-inducted cell death were markedly attenuated in MKK4/7 double 
knockdown hepatocytes reconstituted with an ULK1-unphosphorylatable mutant of 
MKK7 compared with those expressing wild-type MKK7. Together, these findings 
reveal an important role of ULK1/2 for APAP-mediated JNK activation and liver 
injury, and understanding of this regulatory mechanism may offer us new strategies 
for prevention and treatment of human APAP hepatotoxicity. 
 
KEY WORDS：ULK1; APAP; JNK 
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第一章 前言 
CHAPTER 1 Introduction 
1.1 细胞自噬 
1.1 Autophagy 
1.1.1 细胞自噬的简介 
1.1.1 General introduction of autophagy 
细胞自噬是指真核细胞吞噬降解细胞自身的物质，重新吸收再利用的过程，
这一现象在进化上是高度保守的，在维持细胞正常的生理状态和生理功能的过程
中有着至关重要的作用[1-4]。细胞在检测到内部有受损或衰老的细胞器和蛋白时
会诱导自噬的发生，把待去除的物质运送至溶酶体进行消化降解成可以再次被细
胞利用的小分子物质，从而达到循环利用的目的。 
在哺乳细胞中，自噬主要分为三类：微自噬（microautophagy）、分子伴侣介
导的自噬（Chaperone-mediated autophagy）和巨自噬（macroautophagy）。其中，
微自噬是不具有选择特异性的过程，是指溶酶体直接利用其膜组织凹陷包裹吞噬
周围的细胞质或细胞器并降解的过程[5]，目前对于微自噬调控过程的研究还比
较少。分子伴侣介导的自噬只在哺乳动物中出现，指的是在特定分子伴侣如 hsc70
（heat shock-cognate protein of 70 kDa）的介导下，分子伴侣选择性识别未折叠的
蛋白并直接携带目标蛋白送入溶酶体降解的过程[6]。分子伴侣介导的自噬可以
降解包括糖酵解酶、蛋白酶体亚基和一些转录因子等[7]，通过降解不必要的蛋
白从而为细胞提供更好的营养和能量。不同于微自噬和分子伴侣介导的自噬，巨
自噬是在细胞质中先形成一个具有双层膜结构的自噬小体（autophagosome），包
裹待回收利用的细胞自身物质与溶酶体融合形成自噬溶酶体进行降解。在营养饥
饿情况下，通过巨自噬降解细胞质中的蛋白和细胞器可以获得氨基酸和 ATP 等
原料从而维持细胞生存[8]。除此之外，巨自噬也通过降解脂类物质产生游离脂
肪酸从而为脂肪酸氧化提供原料[9]。巨自噬包括选择性自噬和非选择性自噬，
选择性自噬指的是利用特殊的受体选择性降解受损的细胞器或蛋白从而保护细
胞不受这些损伤蛋白或细胞器的影响；非选择性自噬是指细胞随机的降解蛋白和
细胞器从而获取营养[10]。巨自噬是细胞内最主要的一种自噬形式，也是被研究
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的最多、最清楚的一个，因此在大部分文献中所说的自噬过程指的就是巨自噬过
程。本篇论文中之后的内容里提到的自噬均指巨自噬过程。 
自噬在哺乳动物和酵母中的研究最为深入，其过程主要由 5 个步骤组成：1，
诱导吞噬泡（phagophore）或分离膜的形成，该步骤是启动自噬的阶段，主要由
ULK1（UNC-51-like kinase 1）复合体调控[11-13]。2，分离膜的延伸，主要由两
个复合体调控，即 Atg5-Atg12-Atg16 复合体[14-16]和 Atg8-PE 复合体[17]，它们
结合在分离膜上参与形成吞噬泡。其中，Atg5-Atg12-Atg16 复合体在自噬小体形
成之后会从膜上掉下来，而 Atg8-PE 复合体在自噬小体形成之后会依然留在自噬
小体的膜上继续后续的过程[16]。哺乳细胞中的 LC3 蛋白是酵母中 Atg8 的同源
类似物，与 Atg8 有相同的功能[18]。3，双层膜自噬小体包裹成熟，在延伸之后
分离膜逐渐成熟并形成含有双层膜的自噬小体。4，自噬小体与溶酶体融合，自
噬小体成熟并包裹待降解的物质后通过与溶酶体融合的方式将这些物质运送到
溶酶体。5，自噬溶酶体形成并开始降解其中物质。 
 
1.1.2 自噬的生理功能 
1.1.2 Physiological functions of autophagy 
科学家们通过对自噬相关基因缺失小鼠表型的研究发现，自噬在哺乳动物的
生、老、病、死等方面都有十分重要的作用[19-21]。有文献报道在胚胎发育的着
床过程中，自噬发挥着至关重要的作用[22]。研究表明自噬活性在没有受精的卵
细胞中是很低的，但在卵细胞受精后，自噬活性会显著提升，并一直持续到受精
卵顺利着床。而如果是特异性敲除 Atg5 的受精卵，其发育过程会阻滞在 4 细胞
到 8 细胞这一阶段，从而影响其着床过程，这可能是早期发育的受精卵还无法从
环境中吸收营养，需要自噬为其生长发育提供原料。 
另一方面，2004 年的一篇文章报道显示，自噬相关基因 Atg5 敲除的小鼠在
出生一天以内就会死亡[23]，科学家们发现与野生型小鼠相比，缺失 Atg5 的小鼠
的心肺器官会出现衰竭，并且其血清中氨基酸的含量非常低。在后续的研究中，
人们发现很多自噬相关基因缺失的小鼠都有类似的表型，包括 Atg7[24]、
Atg8[25]、 Atg9a[26]以及 Atg16L1[27]。这些研究表明，自噬过程在新生儿的存
活过程中起到了十分重要的作用，即在新生小鼠未能从母乳中获取营养之前，自
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 前言 
3 
噬过程为其生存提供了物质保障。 
自噬在维持肝脏系统稳态和细胞存活方面也有重要作用，如帮助清除肝脏内
受损的细胞器和蛋白等。在缺乏自噬过程的肝组织中由于堆积大量脂类，蛋白质，
和一些受损或多余的细胞器从而引发肝细胞的坏死和死亡[28]。在饥饿刺激条件
下，肝脏中的自噬过程可以提供氨基酸等原料，从而维持细胞生存。在正常情况
下，自噬会在 1 个小时内降解掉肝脏中大约 1.5%的蛋白，在饥饿刺激时，降解
速度会增加到 4.5%[29]。另外，自噬还可以帮助肝脏调控脂肪的积累，通过降解
脂肪产生游离脂肪酸，并利用脂肪酸氧化过程产生能量，这种自噬过程又叫做脂
肪耗失（lipophagy）[9,30]。 
自噬还与很多疾病相关，例如肿瘤，神经退行性疾病，病原菌感染，心血管
疾病，肝病和衰老等方面[31,32]。并且，自噬与药物诱导的肝损伤有密切的关系，
这在之后的介绍中会详细描述。 
 
1.2 ULK1 复合体 
1.2 ULK1 Complex 
1.2.1 ULK1 复合体的简介 
1.2.1 General introduction of ULK1 complex 
Atg1 基因（autophagy-related gene 1）最早是在 1993 年由 Ohsumi 等人在酵
母中鉴定的一系列自噬相关基因（Autophagy-related genes）之一[3,33,34]。这些
自噬相关基因在酵母中的突变或缺失会影响，甚至阻断细胞自噬的发生。ULK1
和 ULK2 是酵母中 Atg1 基因在哺乳动物中的同源体[35]，并且由 ULK1/2 基因转
录翻译出来的 ULK1 和 ULK2 蛋白与 Atg1 蛋白在结构上有很大的相似性（图
1.1）。在 ULK1 和 ULK2 的 N 端具有与 ATP 结合并对底物进行催化的激酶结构
域；而在蛋白质 C 端则有一个保守的结构域[36]，负责调控蛋白的定位和功能，
并有文献报道称 ULK1/2 是通过 C 端保守结构域与 ATG13 结合[37-40]。 
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图1. 1 ATG1与它在不同物种中的同源蛋白 
Fig. 1.1 Atg1 and its homologous proteins in different species 
P. M. Wong, et al. Autophagy, 2013, 9(2): 124-137. 
 
可能是由于ULK1与ULK2蛋白的结构很相似，研究发现，在很多方面ULK1
和 ULK2 的功能也是冗余的[41]。比如，在氨基酸饥饿的情况下，单独敲除 Ulk1
或 Ulk2 的小鼠胚胎成纤维细胞（mouse embryonic frbroblasts, MEFs）中自噬是正
常发生的[42]，只有在 Ulk1/2 双敲的细胞中自噬会被阻断[43]。但在不同刺激情
况下不同细胞系中也有不同的现象，比如在氨基酸和血清同时饥饿的情况下，只
敲低 ULK1 的 HEK293 细胞就已经抑制了自噬的发生[35]。鉴于 ULK1 和 ULK2
在结构和功能上的高度冗余，在本篇论文中我将着重介绍 ULK1 的功能。  
2007 年，科学家在哺乳系统中，利用电脑模拟（in silico）和 DNA 文库筛
选的方法搜索与 ULK1 蛋白有相互作用的蛋白，并鉴定出 ATG13 与 ULK1 有相
互作用[44]。并在后续的研究表明，ATG13 蛋白在细胞自噬过程中同样有着十分
重要的作用，与 ULK1/2 一致，在内源敲除 ATG13 后细胞自噬也明显受到抑制
[37]。随后，Mizushima 课题组证明了 FIP200（FAK family interacting protein of 200 
kDa）也是与 ULK1 有相互作用的蛋白，并在诱导自噬发生以及自噬体融合的过
程中有非常重要的作用[45]。 
 
1.2.2 ULK1 复合体的组成 
1.2.2 Consititution of ULK1 complex 
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最近几年的研究发现，ULK1 复合体除了核心的 ULK1 蛋白之外，还包含了
ATG13[39]、FIP200[45]和 ATG101[46]蛋白。其中，ATG13 和 FIP200 与 ULK1
的 C 端结构域有直接的相互作用。并且，ULK1 作为蛋白激酶，除了可以自磷酸
化外，还可以磷酸化修饰复合体中的 ATG13 和 FIP200。而 ATG101 是通过与
ATG13 的直接相互作用参与到这个复合体中，影响复合体的功能。除了 ULK1，
缺少三个组分中的任一个，都会影响整个复合体的组装和功能。 
 
1.2.3 ULK1 复合体的调控 
1.2.3 Regulation of ULK1 complex 
在 ULK1 复合体中，发挥功能的主要是其核心蛋白 ULK1，其他组成部分
ATG13、FIP200、ATG101 的存在可能是为了维持复合体的正常组装和功能。而
ULK1 也可以受到很多上游信号的调控，根据外源刺激信号的不同，ULK1 可以
被 AMPK，mTORC1 和 TIP60 等上游调控因子通过蛋白翻译后修饰进行调控，
从而影响自噬的发生[46-50]。如图 1.2 所示，在营养充足时，细胞不受外界刺激
的情况下，mTORC1 可以通过磷酸化修饰 ULK1 中第 757 位丝氨酸从而抑制
ULK1 的激酶活性[51]。Kim 等人报道的报道显示，在葡萄糖饥饿情况下，AMPK
激酶被激活，一方面 AMPK 可以磷酸化修饰 mTORC1 从而解除 mTORC1 对
ULK1 的抑制作用，另一方面被激活的 AMPK 蛋白可以磷酸化修饰 ULK1，两者
的共同作用导致 ULK1 蛋白的激活并诱导自噬的发生[47]。并且，Shaw 课题组
也在 Science 杂志上报道了 AMPK可以直接磷酸化修饰 ULK1 的第 555 位丝氨酸
等多个位点从而影响其活性，并影响线粒体自噬（mitophagy）的发生[48]。我们
实验室在 2012 年的工作研究中发现，在生长因子缺失的情况下，从 AKT 到 GSK3
再到 TIP60 的一连串信号通路，可以促成 TIP60 对 ULK1 第 162 位和第 606 位赖
氨酸的直接乙酰化修饰，激活 ULK1 蛋白，并最终导致细胞自噬的发生[50]。 
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